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れる（図1B）。少なくとも15の遺伝子型（HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, 





















































幅広い型（HPV16, HPV18, HPV31, HPV58）のPsVを中和することがわかった27)。さら























































（p16L1h）, HPV16 L2タンパク質（p16L2h）, HPV18 L1タンパク質（peL1fB）, HPV18 
L2タンパク質（peL2bhb）の発現プラスミドはJ.T.Schiller博士（NCI, USA）から提供さ
れた。HPV31 L1タンパク質（p31L1h）, HPV31 L2タンパク質（p31L2h）, HPV51 L1タ
ンパク質（p51L1h）, HPV51 L2タンパク質（p51L2h）, HPV52 L1タンパク質（p52L1h）, 
HPV52 L2タンパク質（p52L2h）, HPV58 L1タンパク質（p58L1h), HPV58 L2タンパク
質（p58L2h）の発現プラスミドは近藤らにより作製されたものを使用した27), 29), 30)。
HPV33 L1タンパク質（p33L1h）, HPV33 L2タンパク質（p33L2h）, HPV35 L1タンパク
質（p35L1h）, HPV35 L2タンパク質（p53L2h）の発現プラスミドは本研究にて作製し
た。 
SV40 T抗原を発現しているヒト腎臓細胞である293FT細胞（Life Technologies 
Corp.）にL1タンパク質発現プラスミド（24.5μg）とL2タンパク質発現プラスミド（5.5μg）を
混合したものをFuGENE HD（Rosch Diagnotics GmbH, Mannheim, Germany）を使って
トランスフェクションした。48時間後に細胞を0.5mlの融解バッファー（1mM CaCl2, 
10mM MgCl2, 0.35% Brij58[Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO], 0.1% Benzonase 
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プレップ（上から順に27%, 33%, 39%）の上に重層し、SW55Ti ローター（Beckman 





 分離したMAbの可変領域のアミノ酸配列を調べるため、RNAをRNeasy Mint Kit
（QIAGEN GmbH, Hiden, Germany）を用いてハイブリドーマから抽出し、逆転写酵素
とランダムプライマーを用いて、cDNAに変換した。免疫グロブリン軽鎖と重鎖の可変
領域をコードするcDNA断片をIgG1, IgG2, kappa鎖の不変領域に対するプライマー31)
を使ってSMARTer RACE cDNA Amplification Kit（Clontech Laborratories, Inc., 
Mountain View, CA）を用いて増幅させた。PCR産物をpGEM-T Easy Vector（Promega 
Corporation, Madison, WI）にクローン化し、ABI 3730 Genetic Analyzer（Life 







（Thermo Lasystems, Franklin, MA)のwellに加え、4℃で一晩固相化した。
0.1%Tween-20を含有するPBS（PBS-T）で洗浄後、5%スキムミルクを含むPBS-Tをブロ
ッキングバッファーとしてwellに加え室温で2時間ブロッキングした。ペルオキシダーゼ












コドンを最適化したHPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV51, HPV52, 
HPV58型のL1とL2遺伝子を、pIRESベクター（Clontech Laboratories, Inc.）のマルチク






































い、HPVゲノムも複製され、娘細胞に分配される。1 X 106個の初代角化細胞に8 µgの
pHPV16-loxと2 µgのpBS185をNucleofector kit （Lonza, Basel, Switzerland）を用いて
トランスフェクションした。500 µg/mlのG418を含むF培地 （F12培地とDMEMを3:1の割
合で混ぜたものに10% FBS、0.4 µg/ml hydrocortisone、5 µg/mlコレラ毒素、24 µg/ml


















RNeasy Mint Kit（QIAGEN GmbH）を用いて抽出し、逆転写酵素とランダムプライマー
を用いて、cDNAに変換した。HPVのE1^E4遺伝子のcDNAをPCRにより検出し、感染
を調べた。HPV16、及び、HPV31のE1^E4遺伝子発現検出には以下のプライマーを
用いた; HPV16-F: 5’-GCTGATCCTGCAAGCAACGAAGTATC, HPV16-R: 
5’-TTCTTCGGTGCCCAAGGC, HPV31-F: 5’-TGGCTGATCCAGCAAGTGAC, 
HPV31-R: 5’-AGGCGCAGGTTTTGGAATTC。 内在性のβ-アクチン遺伝子の
cDNAの検出には以下のプライマーを用いた; Actin-F: 




































④ MAb13B, MAb24Bの高リスク型L1/L2-VLPへの結合能 
ELISAにより、MAbの高リスク型HPVのL1/L2-VLPへの結合を調べた（図7）。 
MAb13BはHPV16, HPV31, HPV33, HPV18, HPV51, HPV58 L1/L2-VLPに結合し、
HPV35, HPV52 L1/L2-VLPには結合しなかった。MAb24Bは調べた全ての高リスク型





















⑥ MAb13B, MAb24Bによるraft culture由来HPVの中和 








raft culture由来のHPV16, HPV31も中和することがわかった。 
 
⑦ ウサギでのMAb13BとMAb24Bエピトープの認識 
P56/75で免疫したウサギの抗血清（anti-P56/75#1）は、HPV16, HPV18, HPV31, 




































































































和する23)。HPV16 L2タンパク質のaa20～aa38領域を認識するMAbはHPV16, HPV18, 
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表1.  PsVを50％抑制するMAb濃度 
 図8のグラフから、MAbのPsVに対する中和のIC50を計算した。HPV16, HPV18, 
HPV51PsVの中和において、MAb13BとMAb24Bを混合したときのIC50は各MAb単
独のときよりも2から5倍低く、相乗効果を認めた。 









（図1B）。少なくとも15の遺伝子型（HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, 
HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPV58, HPV59, HPV66, HPV68, 
























図3. Raft culture由来HPVの作製 
 クローン化したハイブリドーマの培養上清を100倍希釈し、ELISAプレートに固定化
したA)ペプチド（P56/75）、または、B) HPV16 L1/L2-VLPと反応させた。結合した
MAbを、ペルオキシダーゼ標識抗マウスIgGヤギ抗体（SC-2031, Santa Cruz 



































Nakao et al, Virology 2012より引用 










図8. MAb13B, MAb24BによるPsVの中和 
Nakao et al, Virology 2012より引用 





抗FLAG-MAb, 13B: MAb13B, 24B: MAb24B, 13B+24B: MAb13BとMAb24Bを1:1
の割合で混合した。 
図9. MAb13B、及び、MAb24Bによるraft culture由来HPVの中和 
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